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RESUMO

SILVA, ROSANE STEPHANY CARVALHO. Avaliacao tomografica da regeneracio
6ssea em coelhos, através do uso de quitosana, hidroxiapatita e gelatina. (Trabalho de

conclusao de curso em Medicina Veterindria).

Devido a busca constante da medicina para obter um modelo de tratamento em que se
possa acelerar o processo de regeneracdo Ossea sem trazer prejuizos aos pacientes, O
presente estudo busca avaliar a eficdcia do uso de quitosana, hidroxiapatita e gelatina na
regeneracdo do tecido 6sseo em coelhos. Foram utilizados 8 coelhos adultos, 4 machos e 4
fémeas, da raca Nova Zelandia, pesando em média 3 kg. Os animais foram submetidos a
um periodo experimental de 30 dias. Onde cada animal foi controle denominado Grupo
controle (C), que ndo foi tratado, usado como controle, em que foi feito uma osteotomia no
membro direito na metéfise tibial com broca ortopédica de 4mm, e tratamento Grupo
(QHG) que foi o grupo tratado com o compdsito contento em sua formulacdo quitosana,
hidroxiapatita e gelatina onde foram introduzidas na metafise tibial esquerda apds a
osteotomia com a mesma broca usada no grupo controle. Os animais foram eutanasiados
aos 30 dias apds o procedimento cirdrgico. Realizou-se tomografias computadorizadas
(TC), com 30 dias de pés-operatério de acordo com o momento da eutandsia dos animais,
visando acompanhar o processo de reparacdo dssea. Para a comparagdo dos grupos quanto
a cicatrizacdo Ossea foi utilizado o teste ¢ de Student para dados com distribui¢do normal,
ou o teste U de Mann-Whitney para dados sem distribuicdo normal. O nivel de
significancia adotado em todas as andlises serd de 5%. Mesmo nao apresentando diferenca
estatistica entre os grupos, o grupo QHG apresentou média de radiopacidade maior que o

grupo C.

Palavras-chave: Biomateriais, Fosfatos de cdlcio, Biopolimeros, Compdsitos,

Osteotomias.
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ABSTRACT

SILVA, ROSANE STEPHANY CARVALHO. Tomography assessment of bone
regeneration in rabbits, using chitosan, hydroxyapatite and gelatin. (Work completion

of Veterinary Medicine course).

Due to constant search of medicine for a model of treatment that can accelerate the process
of bone regeneration without bringing harm to patients, the present study aimed to evaluate
the efficacy of chitosan , gelatin and hydroxyapatite in bone tissue regeneration in rabbits .
8 adult rabbits, 4 males and 4 females, New Zeland, weighing on average 3 kg were used .
The animals were subjected to a trial period of 30 days. Where each animal control was
called control group ( C ), which was not treated and used as a control, in which an
osteotomy was made in the right tibial metaphysis member in orthopedic drill 4mm, and
treatment group ( QHG ) which was treated group with the composite satisfaction in their
formulation chitosan, hydroxyapatite and gelatin which were introduced in the left tibial
metaphysis after osteotomy with the same drill used in the control group. The animals were
euthanized at 30 days after surgery. Was performed computed tomography (CT ), 30 days
postoperatively according to the euthanasia of animals, aiming to follow the process of
bone repair. To compare the groups regarding bone healing Student's t test for normally
distributed data or the Mann - Whitney test for data without normal distribution was used.
The significance level for all analyzes will be 5 % . Even with no significant difference

between groups, the QHG group showed higher radiopacity than group C.

KEYWORDS: Biomaterials, Calcium phosphates, Biopolymers, Composites, osteotomy.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a eficidcia do compdsito quitosana, hidroxiapatita e gelatina, na regeneracdo do

tecido 6sseo de coelhos.

Objetivos especificos

a) Caracterizar o processo de regeneracdo Ossea influenciado pelo tratamento

empregado;

b) Quantificar o tecido dsseo neorformado pelo tratamento;

c¢) Comparar a eficicia do tratamento na regeneragdo do tecido dsseo em coelhos;

d) Quantificar por meio da tomografia computadorizada o tecido 6ésseo neoformado

14



1. INTRODUCAO

A busca constante de terapias cada vez mais eficazes € um desafio aos profissionais e
pesquisados das dreas médicas, sejam eles da Medicina, Medicina Veterindria ou
Odontologia. O desejo de se desenvolver tratamentos a base de compdsitos que possam
acelerar e maximizar o processo de regeneracdo dos tecidos organicos vem sendo alvo de
vdarias investigacOes e isso levou a interacdo de vdrias dreas , sejam elas tecnoldgicas,
engenharia, mecanica e informdtica. Essa multidisciplinaridade é pré-requisito para os
grandes avangos que a cada dia podemos observar nas terapias médicas, sendo essa grande
area chamada de engenharia de tecidos. No contexto da engenharia do tecido dsseo, varios
sdo os materiais que podem ser utilizados com o objetivo de favorecer a osteogé€nese e
proporcionar aos pacientes uma recuperagdo mais rapida e satisfatéria, sem complicacdes
adjacentes, tais como as ceramicas de fosfatos de cdlcio, biopolimeros e metais. Dessa
forma, fica evidente a importancia das pesquisas dos biomaterias com o objetivo de
desenvolver compdsitos com alto poder osteogénico e favorecer o processo de cura dos
pacientes, sendo as vezes essas terapias a Unica chance que o mesmo tem de poder ser

curado de uma possivel les@o ou pelo menos ter uma melhor qualidade de vida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O emprego de materiais intitulados biomateriais vem sendo cada vez mais constante
como adjuvante no processo de regeneracao do tecido dsseo seja na Medicina, Odontologia
e na Medicina Veterindria. A utilizagdo desses substitutos dsseos € requerida em varias
ocasides tais como: traumatismos de alta energia, processos infecciosos, neoplasias 0sseos
e artrodeses. Isso se justifica em muitos casos em que a obtencdo de enxertos 4sseos
autogenos esteja impossibilitada. Entdo podemos definir que os biomateriais sdo estruturas
utilizadas em meios organicos, com fungdo de interagir com o meio biolégico produzindo

algum efeito benéfico (WILLIAMS, 1987).

Dentre os grupos de biomaterias que vem merecendo destaque em pesquisas médicas
no processo de reparo 6sseo, podemos destacar os cementos de fosfatos de célcio e os

biopolimeros (AZEVEDO et al, 2012; KHOR e LIM, 2003).

2.1 Hidroxiapatita

O fosfato de cdlcio mais estudado e que merece destaque dentre esta classe de
biomaterias € a hidroxiapatita, que estd presente no organismo dos vertebrados, compondo
55% do tecido 6sseo e 96% do esmalte dentdrio. Apresenta formulagdo quimica
Ca,(PO.).OH, com relagdo célcio/fésforo de 1,67, dando caracteristica de baixa solubilidade
e grande densidade em relacdo a outros fosfatos de célcio, sendo de dificil absor¢dao

(GUSTALDI e APARECIDA, 2010).

A hidroxiapatita preenche pré-requisitos basicos de biocompatibilidade, bioatividade e
ser bioinerte (LEGEROS, 2002). Essas caracteristicas sdo devidas esse fosfato de calcio
apresentar formulagdo fisico-quimica bem semelhante com a parte inorginica do 0sso,
sendo composto quase que exclusivamente de cdlcio e foésforo (GUSTALDI e
APARECIDA, 2010). Dessa forma esse tipo de implante serve como substrato,
disponibilizando fons célcio e fésforo para que os osteoblastos produzam matriz 6ssea pela
absor¢do osteocldstica, e assim possa acelerar o processo de osteog€nese pela sua
capacidade de osteoconducdo (AZEVEDO et al., 2012; BOHNER, 2010). No estudo de

Vital et al. (2006), utilizando hidroxiapatita, foi evidenciado excelente biocompatibilidade

16



do implante e que ainda o processo de regeneracdo do tecido dsseo ocorreu mais rapido em
relagdo ao grupo ndo tratado. Em outro estudo utilizando vérios fosfatos de célcio, ficou
evidenciado que a hidroxiapatita estimula um processo de neoformacdo 6sseo em maior

quantidade que outros tratamentos (AZEVEDO et al.; 2012).
2.2 Quitosana

Dentre os biopolimeros que nos ultimos anos vem sendo mais estudados em véarios
segmentos médicos e em especial nos processos regenerativos Osseos estd a quitosana
(FROHBERGH et al.; 2012), que é um polissacarideo, extraida da quitina que é o segundo
biopolimero mais abundante da natureza por ser encontrado principalmente na carapaca de
crustaceos (AZEVEDO et al.; 2007). Apresenta formula quimica N-acetil-D-glicosamina e
apresenta-se bem semelhante a matriz extracelular dos tecidos inclusive o tecido ésseo
(UENO et al., 2001), apresentando receptores para manose em sua estrutura quimica de
superficie, ativando assim macréfagos a sintetizarem fatores inflamatérios como fator beta
transformador, fator de necrose tumoral e interleucinas 6 e 8, que estimulam o processo
inflamatdrio, acelerando o reparo da lesdo e atuando também na diferenciacdo celular
(GORZELANNY et al., 2010; UENO et al., 2001). No estudo de GE et al. (2004),
evidenciaram o potencial da quitosana na substituicao do tecido 6sseo, demonstrando que

houve tanto in vitro quanto in vivo aumento de formacao de matriz dssea.

A associagdo de biopolimeros com fosfatos de célcio vem sendo uma alternativa
vidvel no arsenal para incremental o processo de osteogénese, uma vez que os fosfatos de
célcio atuam como substrato para formacdo da matriz dssea e os biopolimeros, como por
exemplo, a quitosana estimulam fatores indutores para acelerar o processo de regeneracao

do tecido 6sseo (FROHBERGH et al., 2012; GE et al., 2004).
2.3 Gelatina

A gelatina € uma proteina colagenosa que vem sendo estudada e usada ha algumas
décadas em varias areas como alimenticia, farmacéutica, cosmética € mais recentemente
vem sendo alvo de estudo na engenharia de tecidos associada a biomateriais, com o intuito
de favorecer o processo de cicatrizacdo 6ssea (ROHANIZADEH et al., 2008; YOUNG et
al., 2005). Entre os biomateriais que sdo associados a gelatina, podemos citar as ceramicas

de fosfatos de célcio e os biopolimeros, sendo a gelatina um material biocompativel e que
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atua na liberac@o controlada dos materiais e de fatores inflamatérios, favorecendo assim o
processo de osteogé€nese pela estimulacdo dos osteoblastos e liberacdo destes fatores de
crescimento (LIU et al., 2009; HUANG et al., 2005; YAO et al., 2004). No estudo de
Kawai et al. (2000), eles observaram que a gelatina é um 6timo meio de liberacdo
controlada de fator de crescimento e que essa associacdo favoreceu a proliferacdo
fibrobléstica, acelerando o processo de cicatrizagdo tecidual. J4 no estudo de Kim et al.
(2005), utilizando compdsito formado por gelatina e hidroxiapatita, observaram ligagcdo e
proliferacdo osteobldstica de forma satisfatoria, apresentando grande potencial como

material a ser usado para reparacio dssea.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O experimento foi realizado no Hospital Veterinario (HV) do Centro de Saude e
Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) em
Patos, Paraiba e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Institui¢io (CEP
— Protocolo N° 10/2012.).

Foram utilizados 8 coelhos adultos, 4 machos e 4 fémeas, da raca Nova Zelandia,
pesando em média 3 kg, provenientes de um criatério da cidade de Patos PB. O periodo
de avaliacao experimental foi de 30 dias. . Durante o periodo experimental, os animais
foram alocados em gaiolas individuais. Antes do inicio do experimento, 0s animais
passaram por um periodo de adaptacio de sete dias e inicio do experimento, 0s animais
passaram por um periodo de adaptacdo de sete dias e vermifugados com Albendazol
20mg/Kg. Os coelhos foram alimentados com racdo comercial balanceada e dgua

potédvel fornecida ad libitum. Os animais foram controle deles mesmo.

Realizou-se duas osteotomias, uma em cada metafise tibial de cada membro. Na
tibia direita nao foi implantado nenhum material sendo este considerado como controle
do processo regenerativo 6sseo. No membro esquerdo foi implantado na tibia o

compdsito composto de quitosana, hidroxiapatita e gelatina sendo o grupo tratamento.
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Os animais foram eutanasiados aos 30 dias apds o procedimento cirdrgico, as tibias

coletadas passaram pela avaliacdo tomografica computadorizada.
3.2 Aquisicao dos implantes

Os compésitos foram fornecidos pelo Grupo de Biomateriais do Departamento de

Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Campina Grande (UFCQG).
3.3 Procedimento cirdrgico

No pré-operatério cada animal foi submetido a jejum sélido por 4 horas e liquido
por 2 horas. A tricotomia foi feita com aparelho de tricotomia compreendendo 4 cm
acima e abaixo da regido medial da articulacdo de ambos os joelhos. A medicacio
anestésica foi constituida de cetamina na dose de 10 mg/kg administrado pela via
intravenosa (IM) e xilazina na dose de 2,5 mg/kg (IM). Houve a realizagdo de
anestesia epidural com lidocaina 2% na dose de 0,22 ml/kg associado ao tramadol na
dose de 1 mg/kg em todos os animais. A anti-sepsia das dreas operatérias foram

realizadas com solu¢do alcodlica de clorexidina 0,5%.

Ap6s a delimitacdo da drea operatdria com panos de campo, uma incisdo cutanea
foi efetuada ao longo da margem medial da epifise tibial de aproximadamente 3 cm,
em seguida o tecido subcutaneo houve o divulsionamento até expor o peridsteo, sendo
este tecido incisado e expondo o osso. Foi realizado em cada metéfise proximal uma
osteotomia com uma broca ortopédica circular de 4mm. O processo de osteotomia foi
realizado com instilagcdo local de solu¢do de NaCl 0,9%, evitando assim ostedlise. Esse
processo realizou se nas metafises tibiais de ambos 0os membros pélvicos. A osteotomia
da tibia esquerda foi colocada o compdsito sendo considerado o grupo QHG
(tratamento), e na osteotomia na metafise tibial direita, ndo foi colocado nenhum
implante, sendo constituido de grupo C (controle). Apés a introdugdo dos implantes do
grupo QHG e a confec¢do da osteotomia do grupo C, o peridsteo e o tecido subcutaneo
foram suturados com categut cromado 3-0 com sutura simples continua. A
aproximacao dos bordos da ferida cirtirgica foi feita com sutura em zigue-zague com
categut 3-0, a musculatura com sutura em ponto X feita com nylon cirurgico 3-0. A

pele foi unida com mononailon 3-0 empregando-se sutura simples interrompida.
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Nos primeiros dez dias de pds-operatério (PO) foram feita anti-sepsia da ferida
cirdrgica com solu¢do de NaCl a 0,9% e kuraderm spray até a remocdo dos pontos
externos. Nos primeiros cinco dias de PO, foi administrado pela via intramuscular (IM)
enrofloxacina na dose de 10mg/kg duas vezes ao dia, para evitar assim processo
infeccioso. Para o controle da dor e também evitar processo inflamatério exacerbado,
foi administrado pela via IM uma vez ao dia durante os trés primeiros dias de PO,
meloxicam na dose de 0,2 mg/kg no primeiro dia e nos dois dias subsequentes 0,1

mg/kg.
3.4 Tomografia computadorizada

Foram realizadas tomografias computadorizadas (TC), 30 dias de pds-operatério de
acordo com o momento da eutandsia dos animais, visando acompanhar o processo de
reparacdo 6ssea. Os valores obtidos com a medi¢do em cada animal foram somados e
calculados para obtencdo da média para cada lesdo dssea, avaliando e submetendo a
andlise estatistica. Para a realizacdo dos exames de TC, os animais foram eutanasiados
e coletada as tibias esquerda e direita de cada animal. Os ossos foram posicionados em
uma placa de acordo com a posi¢do in vivo que seria adotada. Como mostra a figura-1

Os exames de TC realizados com o aparelho helicoidal GE Hi-Speed FXI e
protocolo com 120 kVp e auto mA na velocidade de uma rotacdo por segundo. Houve a
obten¢do das imagens sem administracdo de contraste iodado intravenoso. De acordo
com a figura-2. A aquisicdo das imagens foram obtidas em cortes transversais de 1 mm
de espessura com filtro para partes dsseas. Antecedendo os exames, o aparelho foi
devidamente calibrado para melhor padronizacdo dos resultados. Apds o exame
tomografico e digitalizacdo das imagens, foi calculado o valor de atenuacdo em HU
(unidades Hounsfield) do osso a partir da média de trés das regides de interesse a serem
avaliadas. Cada ROI teve sua drea previamente padronizada para melhor uniformidade

dos resultados. O sofware para andlises tomogréaficas foi o E-film.
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Figura 2- Digitalizacdo das imagens tomogréficas, calculo do valor de atenuagdo em HU (unidades

Hounsfield)
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3.5 Analise estatistica

4.

Para a comparagdo dos grupos quanto a cicatrizacdo Ossea na avaliacdo por
tomografia computadorizada, foi utilizado o teste ¢ de Student para dados com

distribuicdo normal, ou o teste U de Mann-Whitney para dados sem distribui¢io

normal.
RESULTADOS

Na avaliacio de TC para medir a densitometria 6ssea em UH entre os dois grupos,
podemos observar de acordo com o grafico 1 que ndo houve diferenca estatistica (p =
0,248). Mesmo assim a média de radiopacidade da regido 6ssea que foi implantado o

compdsito foi maior comparada a do grupo controle de acordo com a tabela 1.

Grafico 1 — Avaliagdo da densitometria 6ssea em UH da lacuna dssea realizada na regido

Radiopacidade 6ssea em Unidades Hounsfield

metafisdria tibial proximal em coelhos.
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo da densidade mineral 6ssea em UH da lacuna dssea

realizada na regido metafisdria tibial proximal em coelhos.

COELHOS Densidade mineral éssea em UH
Controle Tratamento
01 133,5 509,43
02 451,3 55,5
03 382,86 142
04 159,5 3252
05 76,75 223,5
06 75 257,5
07 103,64 315,2
08 83 199,5
MEDIA 183,19 253,47
DESVIO PADRAO 148,41 136,23
MEDIANA 118,57 240,50
INTERVALO INTERQUARTIL 133,90 132,58

5. DISCUSSAO

A avaliacdo da cicatrizagdo 6ssea pelo uso da TC é uma medida ndo invasiva e
dentre as avaliacOes de diagndstico por imagem, apresenta-se como uma avaliacio
objetiva, e com alta qualidade de imagem. Sendo dessa forma uma alternativa
importante para as avaliagdes estruturais dsseas (HENES et al., 2012), podendo ser
método de avaliacdo experimental visando obter dados quantitativos para comparacao

entre grupos (AZEVEDO et al., 2014; BOER et al., 1998)
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Mesmo ndo apresentando diferenca estatistica entre os grupos, o grupo QHG
apresentou média de radiopacidade maior que o grupo C. A ndo diferencga estatistica
pode ser explicada pelo nimero limitado de cobaias, mesmo evento ocorrido no estudo
de Azevedo et al. (2014). Também outra varidvel que podemos explicar essa nao
diferenca estatistica foi o tempo experimental empregado de apenas trinta dias. Segundo
KEALY e MCALLISTER (2005) e DENNY e BUTTERWORTH, o tempo de
formacdo clinica do calo 6sseo e mineralizacdo total das lesdes Osseas em pacientes
adultos ocorre entre dois e doze meses. Nos primeiros trinta dias de cicatriza¢do dssea a
formagdo da matriz 6ssea € constituida por tecido 6sseo ndo lamelar (primario), sendo
constituido principalmente por coldgeno tipo I pouco mineralizado (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). Dessa forma, pode ser suposto que o tempo de avaliacdo do
presente estudo e o nimero limitado de animais influiu na ndo diferenca estatistica entre

0S grupos.

Mesmo assim, a média de radiopacidade do grupo QHG foi maior, sendo esse fato
explicado pelas caracteristicas dos materiais empregados no composito. A quitosana e a
gelatina sdo biopolimeros catidnicos que além de estimular a agregacdo celular em sua
estrutura, também induz a liberacdo de fatores indutores para a diferenciacdo celular,
aumentando a populacdo de osteoblastos nas lesdes Osseas acelerando a cicatrizagdo.
Outro fato importante € a atracao de ions célcio, que € anidnico, que esses biopolimeros
atraem para a mineraliza¢do da matriz 6ssea (GORZELANNY et al., 2010; KIM et al.,
2005). Os osteoblastos apresentam em sua estrutura celular vesiculas ricas em calcio,
que atuam na mineralizacio da matriz 6ssea (JONHSON, 2000), sendo assim, a
estimulagdo celular pelos biopolimeros, aumentando a populagdo osteoblastica no local

da les@o Ossea acarreta em mineralizacao mais rdpida da matriz dssea sintetizada.

Ja a hidroxiapatita € um fosfato de cdlcio osteocondutor, que atua servindo como
substrato para matriz dssea e assim contribui para repor segmentos 0sseos perdidos ou

mesmo acelerar o processo de cicatrizagdo 6ssea (AZEVEDO et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

Pode ser concluido com o presente trabalho que o biocompésito utilizado no estudo

aumentou o processo de cicatrizagdo 6ssea mesmo nao havendo diferenca estatistica.

A avaliacdo de TC é um método alternativo e pode ser bem empregado para

avaliacdo da cicatrizacdo dssea em processos lesivos.
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